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DNAチ ップは、ス ライ ドガ ラス またはシ リコン基板上 にDNAの 部分配列 を高密度 に固

定 した ものであ り、多数 の遺伝子発現情 報 を一括 に解 析 でき るツール として、 ゲノム関連

の基礎研 究 に用い られ てきた。本研 究で は、まず 、DNAチ ップの検 出感度 ・精度 を向上 さ

せ るた めに新 たなDNAチ ップの開発 を行 った。ハ イブ リダイゼー シ ョンの反応性 を向上

させ るた め、柱 状構造DNAチ ップ とハイ ブ リダイゼー シ ヨン溶液 を ビーズで撹拝す る方

法 を検討 し、撹拝 しない場合 に比べ 、3倍 の感度増強効果 がみ られた。 また、DNAチ ップ

基板 に黒 色粒 子 を添加 し、 自家 蛍光 を低減 させ ることで、バ ックグラ ウン ドノイズ による

検 出ば らつ きを抑 えた。 さ らに、基板上 に固定す るプ ロー ブDNAを 、固定化効 率の高い

修飾基 を持つ もった新 ア ミノ化 オ リゴDNAを 用い るこ とで感度性能 を向上 させ た。 最終

的 に、 これ らの技術 を組み合 わせた高感 度DNAチ ップは、標識RNAを0．3amol／chipま で

検 出できる ことを示 した。

次 に、高感度DNAチ ップの性能 を生物材料 を用いて評 価す るため、出芽酵母 の高感度

酵母チ ップ を開発 した。そ して、転写 因子 の強制発 現に よる誘 導遺伝子探索モデル を用 い、

その性 能 をGeneChipと 比較評 価 した。その結果 、高感度酵母 チ ップは、CeneChipに 比べ 、

低 シグナル スポ ッ トでのば らつ きが少 な く、多数 の遺伝 子 を検 出でき、 よ り多数 の変動遺

伝 子 を検 出で きるこ とを実証 した。

そ して、高感度酵母DNAチ ップを活用 したアプ リケー シ ョンの開発 を行 った。 出芽酵

母 の染色 体 を分 断 し、 ミニ染色体 を創 出す るPCS法 を応用 し、様 々なゲ ノム構 成 を持つ株

を作出で きるGenomeReorganizationTec㎞ology（GReO） 法 を開発 した。そ して、複数 の ミニ

染色体 を持 った細胞 を栄養培 地 で培養す る ことで、19種 の異 な るゲ ノム構成 を持 った株 を

作 出す るこ とがで きる ことを実証 した。 さらに、それ らの株 のゲ ノム構成 を高感度 酵母チ

ップ で調べ た ところ、 ミニ染色 体の脱 落の検 出に加 え、 ミニ染色体 の コピー数増 幅や ミ ト

コン ドリア、rRNA遺 伝子 の コ ピー一数変化 を検 出でき、GReO法 は ミニ染色 体の コピー数変

動 だ けで な く、その他 のゲ ノム領 域 に対 して も影響 を与 え ることが示 唆 され た。

さ らに、高感度性 能 を生か し、ホルマ リン固定パ ラフ ィン包 埋（FFPE）試料 中のRNAの 解

析 を可能 とす る技術 開発 を行 った。 そのた め、RNA抽 出方法 を改良す るこ とでRNAの 分

解 を低減 し、 さらに、RNA増 幅倍率 を抑 えるこ とによ り増幅バイ アスを低減 させ た。本技

術 の有効性 を検証す るため、同一の臨床 検体組織 を凍結試料及 びFFPE試 料 に し、それぞ

れ か ら抽 出 したRNAを 用 いて遺伝子発現解析 を行 った結果 、凍結試料 由来RNAとFFPE

試 料 由来RNAと で相 関性 の高い結果 が得 られ 、肺腺 がん組織 に特徴 的な遺伝子 を抽 出でき

るこ とが分か った。また、同 じ検体 を用 いてマイ クロRNAの 解析 を行 った ところ、肺 腺が

んの既 知のマーカーで あるmiR－21を 検 出す るこ とがで きた。
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DNAチ ップは多数 の遺伝 子発現情報 を一括 に解析 でき るツール と して、ゲ ノム関連 の基

礎 研究 に用い られ てきてお り、今後 も、臨床現場等 での実用 ツール と しての活 用が期待 さ

れてい る。 申請者は 、DNAチ ップ研 究所及び東 レ株式会社 にお いて、独 自の高感度DNA

チ ップの開発 とそ の活用 に関す る研 究開発 に従事 して きた。本学位論文 は、その間の研 究

に基づ くもので あ り、以 下の よ うな研 究成果 を報告 してい る。

1）柱 状構 造DNAチ ップ基板 とい う独 自の材料 に着 目し、ハイ ブ リダイゼー シ ョン溶液

の ビーズ撹拝 の導入 、基板へ の黒 色粒子 の添加 に よる自家蛍光の低減、 固定化効率 の高 い

修飾基 を持 つ もった新 ア ミノ化 オ リゴDNAの 利用 とい う技術 開発 を行い、標識RNAを

0．3amol／chipまで検 出で きる高感度DNAチ ップを開発 した。

2）出芽酵母 の全 遺伝 子 につ いて特異性 と反応性 を確保 したプ ローブ配列 を設計 し、高感

度酵母 チ ップ を開発 した。そ して、7種 の転写 因子 の強制発現 に よって発 現が誘 導 され る

遺 伝子 の解析 を行 い、DNAチ ップのスタンダー ドであるGeneChipに よる結果 と比較評価

した。その結果 、高感 度酵母 チ ップは、CeneChipに 比べ多数 の遺伝子 の発現 を検 出でき る

こ とを示 し、 さらに、7種 の転写因子の制御 下 にある と考 え られ る多数 の新規遺伝子 を同

定 した。

3）出芽酵母 で ミニ染色 体 を創 出す るPCS法 を応用 し、様 々なゲノム構…成 を持つ株 を作 出

で ぎ るGenomeReorganizationTec㎞ology（GReO） 法 を開発 した。そ して、30個 の ミニ染色体

を持 った細胞 を栄養培地 で培養 す るこ とで、ミニ染色 体 を脱落 させ るこ とに よ り19種 の異

な るゲ ノム構 成 を持 った株 を作出 した。 興味深 い こ とに、脱落 した ミニ染色体 の組み合 わ

せ は限 られてお り、未知 の合成 致死 とな る遺伝 子の組 み合わせ が示唆 され た。 さらに、そ

・れ らの株 のゲ ノム構成 を高感度酵母 チ ップで調 べた ところ、 ミニ染色体 の コピー数増幅や

ミ ト・コン ドリア、rRNA遺 伝子 の コピー数変化 が検 出で きた。今後 、GReO法 と高感度酵母

チ ップを組 み合わせ る ことで、ゲ ノム構成 と細胞機能 との関連 について新 たな知見 を得 る

こ とが期待 で きる。

4）高感度DNAチ ップ に よ り、ホル マ リン固定パ ラフィン包埋 （FFPE） 試料 中のRNA

の解析 を可能 とす るた めの技術 開発 を行 った。その結果 、さ らなる改 良が必要 ではあるが、

バイオマー カー探 索や診 断用途 に高感度DNAチ ップが活用で きる可能性 を示 した。

以上 の よ うに、本論 文 は独 自の高感度DNAチ ップの開発 とそ の基礎及び応用研究 への

活用 を報 告 した もので あ り、学術上 、応用 上貢 献す る ところが少 な くない。 また、 申請者

は博 士学位 にふ さわ しい研 究遂行能力 を修得 してい る と判断 され た。 よって審査委員 一同

は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位論文 として価値 ある もの と認 めた。


